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造血器腫瘍におけるテロメア反復配列の
　　　　　　減少とその臨床的意義
東京医科大学内科学第一講座（指導：外山圭助主任教授）
　　　　　藤　　邑　　俊　　克
【要旨】　（TTAGGG）、プローブにて造血器腫瘍におけるテロメア変化を調べ，その臨床的意義について検討
した．各年齢層の血液学的正常者13人の末梢血リンパ球では加齢と共に短縮がみられ，予測テロメア長は
（Kb）＝11．85－0．042×年齢（年）．10例中9例の初診時白血病細胞は寛解時骨髄細胞のテロメアに比べ平均5．
23Kbの短縮を認めた．49例の骨髄異形成症候群（MDS）患者では22例（44．9％）に短縮を認めたが，二型
には無関係で，短縮を認める例では複雑型染色体異常が高頻度にみられた．テロメアの短縮を認めた染色体
異常例はテロメア非短縮／染色体正常例に比し有意（p〈0，05）に予後不良であった．MDS患者の轡型移行よ
り，1）診断時よりテロメアの短縮を認める群（6／16例），2）病型移行に伴ってテロメアの短縮を認める群（3／
16例），3）経過を通じてテロメアの短縮を認めない群（7／16例）に分類することができた．1）群のほとんど
の症例は複雑型染色体異常を有し早期に病型移行を認めた．すなわち，テロメアは造血器腫瘍の進展や発生
に深く関わり，遺伝的不安定性を惹起するとともに，細胞遺伝学的異常とも関連していることが判明した．
はじめに
　発癌過程における遺伝的変化として，一部の癌に
おいては癌遺伝子の活性化や癌抑制遺伝子の不活化
が段階的に発生することにより最終的に癌が形成さ
れることが知られている1）2）．造血器腫瘍において
も，染色体転座による癌遺伝子の活性化や癌抑制遺
伝子の不活化およびその変異が白血病の進展過程に
関与していることが証明されている3～5）．一方，細胞
全体の遺伝的変化を把握する目的で従来より腫瘍細
胞における細胞遺伝学的検討がなされているが，こ
の場合には核型不安定性が細胞の遺伝的不安定性と
してとらえられている6）．
　現在，個々の遺伝子変化としてではなく，ゲノム
全体の遺伝的不安定性を把握する手段として，マイ
クロサテライト反復配列や染色体末端部（telomer・
e）の変化が注目されている7）．染色体末端部は5’→
3’方向で末端にむかうグアニンに富んだ単純な繰り
返し配列の構造を呈している8～13）．この繰り返し配
列は進化を通じて保持されており，ヒトでは10～15
kbにおよぶTTAGGGの繰り返し配列が全ての染
色体末端にみられ8），テロメア末端部は核膜に
telomere　binding　proteinを介して付着している．
ヒトのテロメアは加齢に伴いリンパ球，大腸粘膜上
皮細胞および線維芽細胞で短縮することが確認され
ている10’一12）．このことはテロメアの短縮は細胞の老
化による複製能の減少を反映していると考えられて
いる．
　最近，腫瘍細胞におけるテロメアの短縮が注目さ
れている．しかし，固形腫瘍におけるテロメア短縮
の報告は散見されるが14’一17），造血器腫瘍におけるテ
ロメアの変化と病態についてはあまり検討がなされ
ていない．そこで，前白血病状態として知られてい
る骨髄異形成症候群（myelodysplastic　syndrome：
MDS）を中心に造血器腫瘍におけるテロメア変化
の臨床的意義について検討した．
研究材料および方法
　1．対象
　加齢に伴うテロメア変化を検討する目的で血液学
的正常者（n＝13：年齢22歳～77歳）の末梢血単核
球を用いた．造血器腫瘍として急性非リンパ性白血
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病（ANLL）10例の診断時および完全寛解時の細胞
を各細胞分画に分け，それぞれの細胞分画における
テロメア変化を検討した．さらに当科で診断された
MDS　49例を検討した．　ANLLおよびMDSの診断
およびその亜分類はFAB分類に基づいて行っ
た18）19）．49例のMDSの内訳はrefractory　anemia
（RA）16例，　refractory　anemia　with　ringed　sidero－
blasts（RARS）2例，　refractory　anemia　with
excess　of　blasts（RAEB）18例，　RAEB　in　transfor－
mation（RAEBt）6例，　chronic　myelomonocytic
leukemia（CMML）7例であった．なお，非造血器
腫瘍の対象例として再生不良性貧血患者10例の末
梢血単核球について検討した．
　2．方法
　単核堺町および末梢血穎粒球の分離
　末梢血および骨髄穿刺液からFico11－Hypaque
（Parmacia社，スウェーデン）を用いた比重遠心法
で単核球層を分離した．穎粒球層の分離には末梢血
5m1を比重遠心後，血漿，単核球層およびFicoll－
Hypaqueを除き，残った穎粒球／赤血球層に8mlの
リン酸緩衝液（PBS）を加え，1m1の20％methyl
celluloseを重層後，静かに転倒混和して室温で30
分静置．上清を遠心後，ペレットに低張液（Tris　1，
2114g，塩化カリウム0．7456g，塩化マグネシウム
0．2033g，蒸留水を加え11）30　mlを加え撹思し，
直ちに高張液（塩化ナトリウム16．Og，塩化カリウ
ム0．4g，リン酸2ナトリウム5．795g，リン酸カリ
ウム0．4g，蒸留水を加え500　mlとしたもの）10　m1
を加え撹絆し溶血させ穎粒球を分離した20）．
　DNA抽出とサザンプロット法
　細胞1～2×106／mlを2m14℃のlysis　buffer（5
M塩化ナトリウム150mM，0．5MEDTA　50　mM，
2MTris（pH＝8．0），20　mM）に溶解し，Proteinase
K（タカラ酒造，京都）200μgと10％SDS　O．2m1
を加え，室温にて24時間放置．フェノールとクロロ
ホルム，イソアミルアルコール（24：1）混合溶液，
（以下CIA）による抽出を2回，CIA抽出を1回施行
した．1ysateに2M酢酸ナトリウム（pH＝5．5）0．2
mlとイソプロパノール2m1を加え，析出した
DNAを一20℃，70％エタノールにて洗浄しOD測
定後，実験に供した．
　高分子DNA　lOμgを制限酵素Hinfl（タカラ酒
造）で消化後，0．8％アガロースゲルで電気泳動を行
なった．泳動後，0．25M水酸化ナトリウム，0．5M
塩化ナトリウムでゲルを変性し，0．3M塩化ナトリ
ウム，0．25MTris－HC1で中和した後，ナイロンフ
ィルター（ゼ一団ーバインド，Cuno社，米国）にト
ランスファーし，紫外線ランプにて5分間照射によ
りDNAを固定した21）22）．
　テロメア配列を認識する（TTAGGG）4プローブ
を5’末端標識し，16時間50℃でハイブリダ’イゼー
ションを行なった．フィルターを洗浄，乾燥後，一
80℃でFuji　XRフィルム（フジフィルム社，東京）
に感光させた．一部のプロットはAlu配列を認識す
るBUR一αプローブにて，リハイブリダイゼーショ
ンを行なった．平均テロメア長の測定にはデンシト
メータ（Imagemaster，　Pharmacia社）を用いて検
討した．すなわち，Imagemasterに各々のレーンの
中心線上の透過度を取り込み，その変化を透過度と
テロメア長を二次元的に表現し，その曲線の最大透
過度の部分を平均テロメア長として代表することと
した．テロメア長の測定はマーカーDNAを基準値
としてとり，キロベース（kb）として表示した．
　染色体分析
　ヘパリン添加により採取した骨髄細胞を20％ウ
シ胎児血清（Gibco社，米国）添加RPMI　1640培養
液（Gibco社）にて短期培養（＜48時間）した21）．
その後，細胞は通常の染色体分析の手技にて処理し，
火炎法にて分裂像をスライドガラスの上に展開し，
キナタリン法にて染色した．染色体異常の同定およ
び記載はlnternational　System　for　Human
Cytogenetic　Nomenclature（ISCN），1991に従っ
た23）．
　MDS初診時のテロメア短縮と染色体異常との関
係を調べる目的で，染色体異常を3群に分類した．
染色体異常の分類は生存曲線よりみた予後因子とし
ての指標による分類を用いた．すなわち，染色体異
常を3個以上の染色体における変化（complex
type；type　C），一7／7　q一，＋8あるいは2個の染色体に
おける変化をtype　Bとし，それ以外を正常核型も含
めtype　Aと分類した24）．
　3．統計学的解析
　MDS患者のテロメア変化の臨床的意義を検討す
る目的で，生存曲線をKaplan－Meier法により検定
した．また，必要に応じて，x2検定，　t一検定および
wilcoxon検定を用いた25）26）．
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第1図　健常者末梢リンパ球におけるテロメア．上部にはリンパ球提供者の年
　　齢を示す．右端のレーンは胎盤由来のDNA．左端にマーカーDNA長を示
　　す（単位：キロベース）．加齢と共にテロメアが短縮している．
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　　第2図図1のテロメアをデンシトメーターで
　　　　測定し，そのピークを縦軸にとり，それぞれ
　　　　の提供者の年齢を横軸にして，年齢による平
80　　　均テロメア長を算出した．
結 果
　1．加齢によるテロメアの変化
　様々な年齢層の血液学的正常者13人における末
梢血リンパ球のテロメア長は6．Okbから10。2kb
に分布した．これらのテロメア長は年齢と逆比例し，
加齢と共に短縮がみられた（第1図）．血液学的正常
者の末梢血リンパ球のテロメア長より，正常ヒト末
梢血リンパ球におけるテロメア長を計算すると，年
齢により予測されるテロメア長は以下の式で表され
た．すなわち，予測テロメア長（kb）＝11．85－0．042×
年齢（年）（危険率p＜0．005）（第2図）．このことよ
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塊1表急性骨髄白血病における初診時と寛解時の骨髄細胞のテロメアの変化．予測値は下記の式
　　を用い年齢より計算した．
No．　年齢／性 　　　診断時芽球診断　　　　　（o／o）
テロメア長（kb）
診断時　寛解時　予測値 染色体分析
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第3図　急性骨髄性白血病におけるテロメアの変化．診断時（Dx）　と完全寛解時
　　（CR）におけるテロメア長を比べると，診断時で明らかにテロメアの短縮がみら
　　れる（左側）．右には同じプロットをAluプローブで再度検討したものを示す．上
　　部には表1の症例番号を示した．
り，テロメア長が上式より求められた年齢による予
測値の標準偏差×2以下のものをテロメア短縮と判
断し，以下の検討におけるテロメア短縮例とした．
　2．急性非リンパ性白血病患者におけるテロメア
　　の変化
　10例のANLLの芽球と，完全寛千千に同一症例
から得られた骨髄細胞のテロメア長を比較した（第
1表，第3図）．10例9例の初診時白血病細胞は寛解
時骨髄細胞のテロメアに比べ1．7～7．7kb，平均
5．23kbの短縮を認めた．例外の1例（第1表，症例
107）では初診時および寛解時にテロメア長の変化を
認めなかった．この1例を除き白血病細胞のテロメ
ア長は年齢より計算した予測テロメア値より明らか
に短縮していた．すなわち年齢より計算したテロメ
ア長より2．3～5．7kb，平均3．74　kbの短縮がみら
れた．使用したナイロンフィルターを染色体全域に
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わたって存在するAlu配列を認識するBLUR一αと
ハイブリダイゼーションを行なったが，Alu配列に
は芽球と寛解時骨髄細胞の間で差異を認めなかった
（第3図）．このことからANLLの初診時の骨髄細
胞に見られたテ浄写アの短縮は白血病細胞の遺伝的
変化を反映していると考えた．
　3．急性非リンパ性白血病寛解時における末梢血
　　細胞分画とテロメア配列
　骨髄細胞や末梢血単核球には各成熟段階の細胞分
画が含まれている．そこで寛解時骨髄や末梢血単核
球の構成細胞の変化がテロメア長に影響を及ぼすか
否かを調べるために，3例のANLL寛解期の末梢血
単核球より成熟好中球を分離し，末梢好中球，末梢
単核球および完全寛解時の骨髄細胞のテロメアにつ
いて比較検討した（第4図）．寛解時の骨髄細胞，末
梢血単核球，末梢好中球のテロメア長はコントロー
ルに用いた胎盤のテロメア長より明らかな短縮を認
めるが，患者由来の細胞分画の間ではテロメア長に
際だった変化を認めなかった（第4図）．このことか
ら骨髄や末梢血単核球での分画の細胞構成の違い
は，テUメア長に有意に影響していないと考えたた
め，以後の実験は骨髄細胞を用いて造血器腫瘍患者
の三型変化とテロメアの短縮について検討した．
　4．骨髄異形成症候群におけるテ山型ア変化
　MDSの49例中22例（44．9％）に診断時よりテロ
メア短縮を認めた．MDSの病型別のテロメア短縮
例の比率はRAで50．0％（8／16例），　RARSで
50。0％（1／2例），RAEB　38．9％（7／18例），　RAEBt
66．7％（4／6例），CMML　28．6％（2／7例）（第2表，
第3表，第5図）．RAEBtにやや高頻度でCMMLで
は低い傾向にあったが，MDSの病弊には無関係で，
ほぼ50％のMDS患者でテロメアの短縮を初診時
より認めた．
　テロメア短縮がみられたMDSの病警守にみた平
均テロメア短縮はRAで4．26　kb　（2．7～7．4kb），
RARS　4．2kb，　RAEB　4．00　kb　（2．8一一s．skb），
RAEBt　5．25　kb（3．7～6．3kb），　CMMLでは4。15
kb（2．9，5．4　kb）と，病型によるテロメア長の短縮
の程度にも有意な差異は認められなかった（第3
表）．このことはテロメア短縮は必ずしも芽球の比率
による変化ではなく，細胞全体のゲノムの変化を反
映していることを示しているものと思われた．一方，
非造血器腫瘍である再生不良性貧血では10例中9
例がテロメアの短縮を認めなかった．
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第4図　急性骨髄性白血病患者の診断時（Dx）お
　　よび寛解期（CR）における骨髄細胞（BM）の
　　テロメアおよび寛解期の末梢血成熟好中球
　　（PMN（CR）），末梢単核球（PBMC（CR））の
　テロメアの比較．寛解時の患者由来の細胞分画
　　の間ではテロメア長に際立った変化を認めな
　　い．
　5．MDSにおけるテロメア短縮の臨床血液学的
　　意義
　テロメア短縮の有無によりMDS患者を大別し，
さらに病型毎の血液学的および臨床所見を検討した
（第4表）．RAではテロメア短縮例に血小板数の有
意な低下が見られた．またRAEBのテロメア短縮例
に有意なヘモグロビン値の低下がみられたが，一定
の傾向に乏しく，MDSの病型別に見た場合ではテ
ロメアの短縮の有無は臨床血液学的に有意な所見を
見いだすことはできなかった．
　6．MDSのテロメア短縮と染色体異常との関係
　MDS初診時のテロメア短縮と染色体異常との関
係を調べる目的で，染色体異常を3群に分類した．
テロメア短縮例では22例中7例が複雑型染色体異
（5）
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二2表　テロメア短縮を認めないMDS症例
　　　AgeNo．　　／Sex Dx
　　　　PB
Hb　WBC
（g／dl）　（／pt　1）
　　　　　　　　　　　　　白血化　　　　　　　　　　　　　　　　　　生存期間　BM　　　　　　　　　染色体までの期間Plt　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（mo）　　芽球（％）　　　　　　　　　　　　　　（mo）（×104／pt　1）
テロメア長　予測値
　（kb）　（kb）
1　62／M　RA　4．7　6700
2　63／M　RA　9．2　3100
3　73／F　RA　11．2　3300
4　67／F　RA　6．6　1900
5　56／M　RA　11．5　1500
6　33／M　RA　8．9　1200
7　55／M　RA　12．3　3400
8　38／M　RA　10．9　4000
9　82／M　RARS　7．6　6300
10　40／F　RAEB　9．1　2100
11　68／M　RAEB　10．0　3100
12　70／M　RAEB　9．4　5200
13　78／M　RAEB　6．6　8000
14　61／M　RAEB　9．1　5800
15　43／M　RAEB　15．2　5400
16　63／F　RAEB　8．8　1100
17　52／M　RAEB　6．8　2700
18　52／F　RAEB　7．2　4400
19　67／M　RAEB　4．5　3000
20　67／M　RAEB　7．2　3600
21　72／M　RAEBt　12．0　1600
22　80／M　RAEBt　7．3　2000
23　72／F　CMML　11．8　30600
24　50／M　CMML　2．9　2800
25　65／M　CMML　8．2　10800
26　66／F　CMML　8．7　43000
27　85／M　CMML　10．5　23700
17．1
10．1
13．2
L5
11．9
11．9
0．8
11．1
19．1
1．4
3．6
40．8
6．8
16．7
9．2
3．0
3．4
9．3
4．9
5．8
3．8
4．9
4．2
12．6
6．1
12．4
5．2
O．8
3．2
3．2
2．2
4．8
3．O
O．4
2．O
O．8
10．0
5．2
9．0
6．7
9．2
6．0
19．8
16．4
9．8
7．0
6．5
28．0
20．0
14．0
8．8
18．0
7．2
3．6
N
N
N
N
A
B
B
B
C
N
N
N
N
N
N
N
A
B
C
C
A
A
N
N
N
N
C
32
12
17
20
8
5
10
10
12
10
3
32
0．5
2
2
2
14
9十
40
28
1十
42
28
19
5十
5十
　6
23
16
14
42　十
8十
17
12
34
　2
　8
29
　12
　8
36　十
50　十
　17
1十
9．3
9．7
8．0
8．7
16．0
9．0
9．6
10．0
8．5
10．0
17．5
10．6
10．6
15．2
9．8
9．5
10．0
9．8
11．6
9．7
8．8
9．8
7．6
8．6
7．6
14．0
9．4
9．2
9．2
8．8
9．0
9．6
10．5
9．5
10．3
8．4
10．2
9．0
8．6
8．6
9．3
10．0
9．2
9．6
9．6
9．0
9．0
8．8
8．5
8．8
9．8
9．1
9．0
8．3
染色体異常：N，Normal；A，　B／C以外；B，一7／7　q一，＋8，　two　aberrations；C，≧3aberrations．予測値は下記
の式を用い年齢より計算した．［T＝11．85－0．042×A，T＝telomere　length（kb），A＝age（years）］
常（type　C）を示し，5例に予後不良の染色体異常と
考えられる一7／7q一，＋8，2個の染色体での異常（type
B）がみられた（第5表）．一方，テロメア非短縮例
では20例中4例に複雑型染色体異常（type　C），4例
にtype　Bの染色体異常がみられ，テロメア非短縮例
では有意に（p＜0．05）正常核型の症例が多くみられ
た（第2表，第5表）．この傾向は検：討した症例数の
少ないRARSを除き，　MDSのいかなる病型でも共
通した変化で，RA，　RAEBtおよびCMMLの症例
で複雑型染色体異常がみられたものは全例でテロメ
アの短縮が初診時よりみられた．これらのことは初
診時のMDSにおけるテ二士ア短縮は複雑型染色体
異常と関連していることが示唆された．
　7．MDSの予後テロメア変化
　以上のことより，MDS昼者の予後についてテロ
メアと染色体異常の関係を検討した．染色体異常の
有無とテロメア短縮の有無よりMDS患者を（1）テ
ロメア正常／染色体正常，（2）テロメア短縮／染色体
正常，（3）テロメア正常／染色体異常，（4）テロメア短
縮／染色体異常の4群に分類し，生存を検討した．生
存曲線より標準化Wilcoxon検定にて解析を行なっ
たところ，（1）テロメア正常／染色体正常のMDSが
最も予後良好で，（4）テロメア短縮／染色体異常群が
有意（p〈0．05）に予後不良であった．（2），（3）群は
他群との間に生存期間の有意差認めなかった（第6
図）．また，初診時のテロメアの短縮の有無と生存期
間について生存曲線により解析を行なったところ，
テロメア短縮例の生存期間は有意（p＜0．05）な短縮
を認め（第7図），テロメアの短縮は単独でもMDS
の予後不良の因子のひとつであることが示された．
　8．MDSの病型移行とテロメアの変化
　MDS患者16例の診断時と病型移行時のテロメ
（6）
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第3表　テロメア短縮を認めるMDS症例
　　AgeNo．　　／Sex Dx
　　　　PB
Hb　WBC
（g／dl）　（／pt　1）
　　　　　　　　　　　　　白血化　　　　　　　　　　　　　　　　　　生存期間　BM　　　　　　　　　染色体までの期間Plt　　　　　　　　　　　　　　　　　　（mo）芽球（％）　　　　　　　　　　　　　（mo）（×104／＃1）
テロメア長　予測値
　（kb）　（kb）
28　67／M
29　39／M
30　30／M
31　46／F
32　43／M
33　72／M
34　29／M
35　45／M
36　69／M
37　78／F
38　52／F
39　72／M
40　65／M
41　75／M
42　63／M
43　33／F
44　55／M
45　60／F
46　30／M
47　60／M
48　57／F
49　78／M
RA　9．6　4000　8．7
　RA　11．5　2800　5．5
　RA　9．8　2500　2．5
　RA　8．5　3600　1．2
　RA　7．4　2500　8．O
　RA　11．0　6400　1．1
　RA　5．2　3600　3．2
　RA　12．5　3700　8．7
RARS　8．9　4100　16．O
RAEB　7．5　1400　19．8
RAEB　7．0　1600　35．8
RAEB　6．5　3100　7．7
RAEB　6．1　2200　13．5
RAEB　5．9　13300　31．2
RAEB　8．3　2700　7．7
RAEB　6．1　2300　5．6
RAEBt　9．6　1800　43．6
RAEBt　8．0　4600　3．7
RAEBt　5．2　1400　O．2
RAEBt　10．2　3400　7．5
CMML　7．5　11100　1．6
CMML　7．9　34000　O．8
O．8
1．2
0．6
L
1．O
o．0
4．0
3．8
1．0
6．0
18．0
10．0
8．0
8．0
11．0
19．4
26．4
20．4
20．0
24．0
11．6
5．4
N
N
A
A
B
B
C
C
B
N
N
A
B
C
C
C
A
A
C
C
N
B
4
60
8
2
36
5
2
5
1
2
1
2
26　十
9十
54　十
11　十
12　十
81
　5
13
61
7十
10
　3
46
　8
4十
　7
12　十
8十
　3
　6
　15
1十
6．3
5．1
6．3
6．4
6．5
6．1
3．2
5．0
4．7
5．7
4．4
5．8
3．6
5．6
6．4
5．0
4．6
3．2
4．3
5．6
6．6
3．2
9．0
10．2
10．6
9．9
10．0
8．8
10．6
9．9
8．9
8．6
9．6
8．8
9．1
8．7
9．2
10．5
9．5
9．3
10．6
9．3
9．5
8．6
染色体異常：N，Normal；A，　B／C以外；B，一7／7　q一，＋8，　two　aberrations；C，≧3aberrations．予測値は下記
の式を用い年齢より計算した．［T＝11．85－0．042×A，T＝telomere　length（kb），A＝age（years）］
ア長を比較検討することにより，MDSの病型移行
におけるテロメア長の変化が以下の3群に分類され
た（第5図，第6表）．
　（1）診断時よりテロメアの短縮を認める群＝6例
で診断時よりテロメアの短縮を認め，テロメア平均
長は病型移行前後でほぼ同じであった．6例中3例
で，3個またはそれ以上の染色体異常（複雑型染色体
異常）を認め，早期に病型移行した．2例は2個の染
色体異常を認めたが，複雑型染色体異常を認めた例
に比べいずれも緩慢な経過を示した．症例39は二次
性MDSで早期に病型移行し白血化した．テロメア
の短縮を認める例の中には，骨髄中の芽球が5％以
下（RA，　RARS）の症例が含まれていた．このこと
は全ての骨髄細胞が異常幹細胞に由来しており形態
的に異なる集団でも同じ遺伝的異常を有すると考え
られる．
　（2）病型移行に伴ってテロメアの短縮を認める
群＝3例で病型移行に伴ってテロメアの短縮を認め
た．図5にみられるように症例18では白血病期に2
つのピークが認められ，長いピークはRAEB期のピ
ークと同じ位置にあり，新しい異常細胞集団のテロ
メアは短縮し，白血病期の短いピークを表している．
この症例では白血化に伴ってdouble　minute　chro－
mosomeを認め，このことは，短縮したテロメアを
示す細胞は新しいクローンの細胞集団であり白血化
後の染色体不安定性を表している．症例6は顕著な
テロメアの短縮をRAEB期に認めているが，明らか
な染色体の変化はない．症例6，18の2例は白血化
まで比較的ゆっくりな病田移行を示した．症例10は
胃癌の化学療法後に発症したMDSで，白血化と共
にテロメアは顕著に短縮し十8の異常を認めた．
　（3）経過を通じてテロメアの短縮を認めない群：
7例は病型移行前後で明らかなテロメアの変化は認
めなかった．7例中6例で正常核型また単純型染色
体異常を診断時に認めている．
考 察
　一般に固形腫瘍ではいくつかの遺伝的変化，すな
わち段階的な腫瘍形成（multistep　carcinogenesis）
が腫瘍の発生や進展に必要であることが知られてい
（7）
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第5図　骨髄異形成症候群（MDS）におけるテロメア変化．　MDS期と白血病期（AML）
　　におけるテロメア長を比べると，MDS期とAML期で共にテロメアの短縮している
　　群（症例39），病型の進展に伴ってテロメアの短縮を認める群（症例18）および病型
　　移行前後でテロメアの短縮を認めない群（症例13）に大別された．右には同じプロッ
　　トをAluプローブで再度検：討したものを示す．上部には第2表の症例番号を示した．
（o／o）
100
o
テロメア正常／染色体正常
テロメア短縮／染色体正常
テロメア正常ノ染色体異常
テロメア短縮／染色体異常
48　（mo）
（％）
100
o
IZ 24 36
テロメア非短縮群（n＝27）
テロメア短縮群　（n＝22）
第6図　患者を（1）テロメア正常／染色体正常，（2）
　　テロメア短縮／染色体正常，（3）テuメア正常／染
　　色体異常，（4）テロメア短縮／染色体異常の4群
　　に分類した場合の生存曲線．テロメア正常／染色
　　体正常の群（1）が最も予後良好で，（4）テロメ
　　ア短縮／染色体異常群が有意（p＜0．05）に予後
　　不良であった．
る1）2）．造血器腫瘍の場合には単純な染色体転座によ
り転写因子が活性化されたり，癌遺伝子の異常発現
が生じることが知られ，これらの変化が造腫瘍性に
一・`的に関わっていることが明かにされてい
る3’一6）．すなわち，一部の造血器腫瘍では固形腫瘍に
比べ，比較的単純な遺伝的変化が発癌と密接に関係
　　　　12　24　36　4s　（MO）
第7図　骨髄異形成症候群（MDS）患者の診断時
　　のテロメアの変化より，テロメア短縮群と非短
　　縮群に分類した場合の生存曲線．テロメア短縮
　　群に有意（p＜0．05）な生存期間の短縮がみられ
　　る．
していることが想定されている．しかしながら，慢
性骨髄性白血病における急性転化や骨髄異形成症候
群における急性白血病への進展のように，造血器腫
瘍が完成される迄にはいくつかの遺伝的変化の積み
重ねが必要なことも事実である6）．
　従来より，細胞全体の遺伝的変化を反映する細胞
遺伝学検討が行われてきたが6），現在，いくつもの癌
遺伝子が単離され，それらの個々の遺伝子異常の癌
（8）
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第4表テロメアの短縮の有無と臨床所見
　　　テロメア　　　　　　　　Hb（g／dl）八型　　　　短縮
　末梢血
WBC　（／＃1）
Plt　（×10／”1） 骨髄芽球比率　　生存期間
　（O／．）　（mo）
1年生存率
　（％）
RA Y．EDS@，9Fll：1‘，］Ns ：1慧：：］NS 4．8±3．3
9．7±5．7
］p〈O．05 1．6±1．5
2．4±1．4
：嵩：：］N・㌃
RAEB　YES　5．2±O．95
NO　8．5十2．7
］，，，．，，　is，go，＃igg］．，　igll＋：i£］．，11．5±5．2
9．6±4．6
12’．i：Zli］Ns　：：lg
RAEBt@YDEDS@8C1？iiZI2，］NSi！g：’g：go］．，　ii［2iio．io］Ns22．7±3．0
24．0±5．7
291Zi！igO］N，　：：
CMML@kE8　，gl［1：lg］Ns　Z2，：gg’l12gg：］Ns　661i’1［lg］Ns5．8±4．4
8．1±4．1
2：：註：∵］N・増
末梢血，骨髄芽球比率はκ2検定，t一検定，生存期間はWilcoxon検定にて統計的検討を行なった．
第5表初診時の診断，染色体異常とテロメア変化との関係．
　　　　Telomere解析数　　　　　短縮例
染色体 　　Telomere
C　　非短縮例
染色体
N／A　B N／A　B　C
MDS　49　RA　16　RARS　2　RAEB　18
　RAEBt　6　CMML　7AA　10
22
8
1
7
4
2
1
11
4
1
3
2
1
0
3
2
0
1
0
0
1
8
2
0
3
2
1
0
27
8
1
11
2
5
9
20　4
5　　3
0　　0
8　　1
2　　0
5　　0
9　　0
3
0
1
2
0
0
0
染色体異常：N，Norma1：A，　B／C以外；B，一7／7　q一，＋8，
two　aberrations　；　C，　Z　3　aberrations．
第6表　病型移行とテロメアの短縮様式
Type　A初診時よりテロメアの短縮を認める群
　　症例No　32，　No　4，　No　39，　No　40，　No　41，　No　46
Type　B病型移行と共にテロメアの短縮を認める群
　　症例No　6，　No　10，　No　18
Type　C　経過を通じてテロメアの短縮を認めない群
　　症例No　5，　No　7，　No　11，　No　12，　No　13，　No　19，
　　　　　No　22
化に果たす役割が知られるようになった3”5）．しか
し，未知の遺伝子変化による発癌の可能性や，遺伝
子変化を生じるその遺伝的背景，すなわちゲノム不
安定性については未だ完全に解明されているとは言
い難い．テロメアは染色体末端部を構成する反復塩
基配列で，DNAの再構成を保護する役割を持つこ
とが明らかにされた7’一13）．事実，テロメアの短縮にと
もないヒト線維芽細胞では染色体異常の頻度が増加
することが報告されている12）．このことは，造血器腫
瘍細胞においてもテロメアの異常は染色体変化と密
接に関係していることを示唆している22）．
　我々の検討では，第4図に示すように末梢血にお
いて多形核白血球とそれ以外の分画でのテロメア長
の変化はみられなかった．このことは細胞帰属によ
る有意なテロメア長の変化がみられないことを示し
ている．健常者ヒト末梢血単核球においてはテロメ
ア長は年齢と共に短縮し，正常ヒト末梢血単核球細
胞における予測テロメア長は11．85－0．042×年齢
（年）の式で表すことが可能であった．加齢に伴うテ
ロメア短縮の機構は不明な点が多く，telomerase活
性の低下によるとする考えが一般的である13）14）．
　今回の我々の検討では，第1表，第3図に示すよ
うにAMLでも固形腫瘍にみられると同様なテロメ
アの短縮がみられることが明らかになった．AML
患者では完全寛解後にテロメアが正常化しているこ
（9）
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とから，テロメアの短縮はAML細胞のゲノム全体
の変化を反映しているものと考えられる．AMLで
は正常骨髄前駆細胞に由来するものと白血病性幹細
胞に由来する細胞集団より構成され，完全寛解に導
入されることにより正常造血細胞が回復する．一方，
MDSでは芽球比率は少ないものの芽球細胞以外の
バックグランドの細胞も腫瘍細胞のクローンに由来
していると考えられる．今回の検討でも第3表に示
すようにテロメアの短縮は検体の由来する患者の
MDSの銀鼠，すなわち芽球細胞の比率に関係なく
約50％の症例でテロメアの短縮がみられた．
　最近の報告では未分化幹細胞（CD　34陽性細胞）
から細胞の分裂に伴い，骨髄由来の細胞では1細胞
回転毎に約40塩基対の舷窓が生じることが報告さ
れている27）．しかしながら，造血器腫瘍におけるテロ
メア短縮は数キロベースにも及ぶため，単純に計算
しても数十回もの細胞分裂が必要になり，理論的に
は不可能である．腫瘍細胞におけるテPメア短縮は
この点からも，apoptosisの関与や，telomeraseの欠
亡による可能性が強く示唆されると共に，通常の加
齢によるテロメア短縮とは異なった機構によること
が考えられる28）．また，MDSより急性白血病へ進展
したものには特定の染色体異常は認められない29）．
これらのことよりMDS患者の病型の進展に遺伝的
変異の増加が重要な条件であると考えられる．
　診断時よりテロメアの短縮を認めるMDSの多く
は複雑型染色体を有しており，テロメアの短縮は悪
性細胞の染色体不安定性を表していると考えられ
る．自検例では経時的に解析を行なったMDS症例
のほぼ半分にあたる症例で診断時から白血化に至る
までの間でテロメアの変化を認めていない．これは
白血化の初期の段階においては，ある特定の遺伝子
変化が染色体の不安定性よりも大きな役割を果たし
ている可能性を示している．実際，MDSの20％
～40％にRAS遺伝子の点突然変異30）31），5％に
FMS遺伝子異常がみられる32）．これらの単一遺伝子
変化がゲノムの不安定な状態に起因するのか，ある
いは突然変異の集積が結果としてゲノムの不安定を
惹起しているかは未だ不明であるが，これらの段階
的な遺伝的変化がMDSの病型移行時に起こってい
ると考えられる．
結　　論
造血器腫瘍細胞における遺伝的不安定性を検証
し，臨床的意義を明らかにする目的でテロメア長の
変化を検討した．今回の検討では正常人末梢単核球
では加齢にともなうテロメアの短縮を確認した．さ
らに急性白血病診断時での著明なテロメア短縮をみ
とめ，寛解と同時に正常化したことは，テロメアの
短縮化が白血病化と密接に関係していることを示し
ている．このことはテロメア短縮が遺伝的不安定性
を反映している一つの証拠としてとらえうることを
示唆している．一方，骨髄異形成症候群の約半数の
症例においても診断時よりテロメアの短縮を確認し
た．すなわち，テロメアは造血器腫瘍の進展や発生
に深く関わり，遺伝的不安定性を惹起すると共に，
細胞遺伝学的異常とも関連していることが判明し
た．さらに一部の骨髄異形成症候群の患者において
は病型の移行に伴うテ四一アの短縮を認め，染色体
変化と共にテロメア変化は予後に重要な役割を担っ
ている可能性が示唆された．
　稿を終えるにあたり御指導を頂いた東京医科大学
内科第一講座，外山雨池主任教授，検体の採取にご
協力頂いた東京医科大学内科第一講座の諸島生方お
よび直接ご指導頂いた大屋敷純子助手，大屋敷一馬
講師に深謝いたします．本論文の要旨は第35回日本
臨床血液学会総会，第91回日本内科学会総会，第36
回日本臨床血液学会総会および第3回国際骨髄異形
成症候群シンポジウムで発表した．
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Telomere　Shortening　in　Hematopoietic　Neoplasias
　　　　　　　　　　and　lts　Clinical　lmplications
Toshikatsu　FUJIMURA
First　Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　College
　　　　　　　　　（Director：Prof．　Keisuke　TOYAMA）
　　Telomere　shortening　in　hematopoietic　neoplasias　was　identified　by　conventional　Southern　blot　hybridi－
zation　using　the　（TTAGGG），　probe．　ln　this　study，　telomeric　DNA　length　in　13　peripheral　blood　samples
obtained　from　normal　healthy　individuals　were　studied　to　obtain　the　standard　telomere　length．　Accord－
ingly，　lt　was　recognized　that　telomere　length　depends　on　age　was　obtained，　i．e．，　expected　telomere　length
（kb）　＝11．85－O．042　×age　（year）．　ln　10　patients　with　acute　myeloid　leukemia　（AML），　9　had　shortened
telomeres　when　compared　with　the　remission　phase；in　the　remission　phase，　telomere　length　in　DNAs
obtained　from　the　bone　marrow，　peripheral　blood　and　neutrophils－enriched　fraction　did　not　show　any
particular　difference．　Next，　49　myelodysplastic　syndrome　（MDS）　patients　（RA＝16，　RARS＝2，　RAEB　＝
18，　RAEBt＝6，　CMML＝7）　at　the　time　of　diagnosis　of　disease　were　studied．　Twenty－two　of　the　49　cases
（44．990）　had　telomere　shorteninig，　however，　the　frequency　of　patients　showing　telomere　reduction　did
not　correlate　with　the　classification　of　MDS　based　on　the　French－American－British　criteria．　Telomere
shortening　was　frequently　associated　with　complex　chromosomal　abnormalities．　MDS　cases　who　had
telomere　shortening　and　chromosomal　abnormality　had　poor　prognosis　compared　with　cases　without
telomere　shortening　and　normal　karyotype　（p　〈　O．05）．　Sixteen　MDS　cases　were　examined　at　two　different
hematological　phases，　and　they　were　classified　into　three　groups　according　to　the　pattern　of　telomere
reduction：　1）　MDS　with　short　telomere　at　the　time　of　diagnosis　（6／16　cases），　2）　MDS　showing　telomere
shortening　with　disease　evolution　（3／16　cases），　and　3）　MDS　without　telomere　shortening　（7／16　cases）．
Most　of　patients　showing　the　group　（1）　pattern　had　complex　chromosomal　abnormalities　and　showed
rapid　disease　progression．
　　In　conclusion，　telomere　shortening　was　associated　with　the　pathogenesis　of　hematopoietic　neoplasias
and　disease　progression，　and　the　telomere　shortening　may　represent　over－an　genomic　instability．　The
current　results　suggest　that　telomere　shortening　and　chromosomal　abnormality　may　play　an　important
role　in　the　prognosis　of　MDS　patients．
〈Key　words＞　Telomere　shortening，　MDS，　Chromosome．
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